Europiisches Patentamt 

European Patent Office © Veroffentlichungsnummer: 0 115 613 

Office europdendes brevets A2 

® europAische patentanmeldung 

@ AnmeWenuminer:8311281M @ intCI.»:C12N 15/00, C 12 P 21/02, 

® Anmaldetag: 20.12.83 C07H 21/04 




® Plioritdt: 24.12.82 OE 3247922 


@ Anmefder: Boehrfnger fngelhelm IntematlonaJ Gjnii.H. 
D-6507 Ingelhelm am Rhefn (DE) 


® Verdffentlichungstag der Anmeldung: 15.08.84 
Patentblatt 84/33 


@ Effinder: Oworidng, Marc-Bnice« Dr^ SO MomlruhSide 
Drive Abt 6/|, New York, NY 10027 (US) 
f E**- 0'- 30 Morning Side Drtvo 
Abt. 6/1., New Jorlc NY 10027 (US) 
Erf inder: Adolf, GQnther. Dr., Johannagasse 20/7. 
A-1120Wlen(AT) 

Erfinder: Hauel. Norbert Or, Dlpl.-Chem., 
Handelatrasse 12, 0-7950 Blberach 1 (DE) 
Erfinder: Melndl, Peter. Or^ Hocfcegasse 63/1. 
A-1120Wlen(AT) 

Erfinder: Swetty. Peter, Dr^ Hfetzlnger 
Hauptstrasso 40 B/9. A-1 130 WIen (AT) 

f ^!??i*r; "'"P^^""' ^^^^^f Or,, VIktorgasse 26/8, 
A-1040Wlen(AT) 




@ Benannte Vertragsstaaten: AT BE CH DE FR QB fTU LU 
NLSE 



CI 



@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung fst die Kom- 
binatlon der Promotor/Operator-Region des Tryptophano- 
perons von Serratia marcescens m\t elner synthettschen 
Ribosomenblndungssequenz, ein dfese Sequenz enthalten- 
des Expresslonsplasmld. In welchem anschlleBend an die 
obige Sequenz die einzlge Hln dlll-Spaltstelle des Plasmids 
llegt In die das zur Expression zu bringende Gen eingefugt 
werden kann, sowie Produktionsplasmide zur Expression 
eukaryotlscher Genprodukte In Prokaryoten. Insbesondere 
zur Herstellung von Leukocytenmterferon. 
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DNA-Sequenzenr deren Herstellung, diese Sequenzen 
5 enthaltende Plasmide und deren Verwendung zur 
Synthese eukaryotischer Genprodukte in 
Prokarvoten 



Eine Voraussetzung fur die Expression von Genen in Bakterien 
ist das Vorhandensein eines sogn. Promotors, einer Erken- 
^0 nungssequenz fiir die Bindung der bakteriellen RNA-Polymera- 
se. Ein Promotor ermdglicht also die Transkr iption der 

stromabwarts gelegenen Sequenzen. Gene/ deren Produkte je- 
; derzeit synthetisiert werden, haben Promotoren, die intmer 
i zur Bindung von RNA-Polymerase-Molekulen fMhig sind, Andere 
15j Gene bzw. Operons der Bakterien sind reguliert, d.h. ihr 
I Promotor kann durch bestlmmte Mechanismen zuganglich oder 

unzuganglich gemacht werden. 

i Eine weitere Voraussetzung fur die Synthese der gewunschten 
Genprodukte ist eine effiziente Translation der RNA-Trans- 
20| kripte an den bakteriellen Ribosomen. So wurde von Shine und 
I Dalgarno (siehe Nature 254 , 34-38 (1975)) gezeigt, dafl in 
I Bakterien die Nukleotidsequenz am 5**Ende der mRNA fQr' deren 
! Bindung ans Ribosom verantwortlich ist. 
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■ Das Ziel der vorliegenden Anmeldung ist es daher mit Hilfe 
eines bekannten Promotors, welcher uber eine neue Ribosomen- 
bindungs-Zl'inkersequenz mit einem Strukturgen verbunden ist, 
. die gentechnologische Produktion von bakter ienfremden Pro- 
5 teinen zu verbessern* 

- Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist somit eine DNA-Se- 
: guenz der Porinel 

5 * AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
3 • GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 

-10 }4 Promo tor— 

GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTA 
CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTCGA 

P r omo to r /Ope r a to r )K — RBS ^ 

Hin dlll 

r,welche gegebenenf alls anschliefiend an die Ribosomenbin- 
15 dungssequenz eine Linkersequenz enthalt. Diese Sequenz stellt 
;eine neue Kombination aus einer literatur bekannten 
i Promoter sequenz und einer liter aturbekann ten Ribosomenbin- 
'dungssequenz dar. 

Ein bevorzugter Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist 
20 : jedoch die DNA-Sequenz der Formel 

5 'AATTCACGCTCATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
3 • GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 
i K Promotor — 

GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCT 
25 CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTC 

^Promotor/Operator ' ^RBC > 

TAAAGATG 
ATTTCTAC 
^Linker> 
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sowie die neue Linkerseguenz der Formel 
5» AGCTTAAAGATG 
. 31 ATTTCTAC. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die 
5\ diese Sequenzen enthaltenden Express ionsplasmide , in denen 

r 

! anschliefiend an die obigen Sequenzen die einzige Hin dlll- 
! Spalts telle der Plasmide folgt, in die zur Herstellung der 

Produktionsplasmide das jeweilige gewunschte Gen eingesetzt 

werden kann, und die Verwendung der so hergestellten Produk- 
10' tionsplasmide zur Herstellung eukaryotischer Genprodukte in 
Prokaryoten, insbesondere zur Herstellung von Leukocyten- 
interferon. 



Zur Erreichung des erf indungsgemaBen Zieles wird beispiels- 
weise wie folgt verfahren: 

15 Ausvahl einer qeeigneten bakteriellen PromotorseQuenzs 

I Hierzu wird vorzugsweise ein Promotor verwendet, der, in 
» Kombination mit einer Opera tor sequenz , induzierbar bzw. re- 
primierbar ist* Ein derartiger Promotor hat den Vorteil, dafl 
die Synthese des gewunschten bakter ienf remden Proteins erst 
20 in einer spaten Phase des bakteriellen Wachstumszyklus ange- 
schaltet werden kann, z*B« im Falle des Tryptophanoperons 
(siehe Hallewell und Eratage in Gene 27-47 (1980)) durch 
Entzug von Tryptophan aus dem Kulturmedium und durch Zugabe 
j von Indol- (3) -acrylsaure als Induktor des Tryptophanoperons 
25| zura Kulturmediumr und sorait die Vermehrung der Bakterien 
nicht beeinflufit, Zweckmafligerweise wird zur Konstruktion 
des Express ionsplasmides das sehr starke und regulierbare 
I liter aturbekannte Promotor/Opera tor -System des Tryptophan- 
; operons von Serratia inarcescens (siehe Miozzari und Yanofsky 
30 in Nature 276, 684-689 (1978)) der Formel 
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5 •AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
3 • GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 
' Hk Promoter — — — 

GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGG 
CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCC 
^Promo tor/Opera tor > - 

.verwendet. Dieses erhalt man nach literaturbekannten Ver- 
£ahren. 



Rons trukt ion der Ribosomenbindungsseauenz: 

10 Hierzu ^wird die als besonders wirksam beschriebene Sequenz 
der Formel 

5 'TAAGGAGGTTTA 

(siehe von Jay et al, in Proc. Nat, Acad* Sci. USA 78 , 
; 5543-S548 (1981)) verwendet. 

15: Die Konstruktion der Ribosoraenbindungssequenz der Pormel 

i 
I 

i 

I 12mer 

1 5' TAAGGAGGTTTA 

3» ^TTCCTCCAAATTCGJ^ 
6mer lOmer 

20 ! erfolgt vorzugsweise durch Zusammenbau der 3 synthetischen 
Oligonucleotiden der Formeln 

6mer 
5t TCCTTAr 
lOmer 

25 5* AGCTTAAACC und 

12mer 
5' TAAGGAGGTTTA* 
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nach literaturbekannten Methoden, wobei vorher zweckmafliger- 
weise das 6mer Oligonucleotid radioaktiv markiert wird. 

Die anschlieflende Verknupfung des Promotor/Operators mlt der 
Ribosomenbindungssequenz erfolgt nach literaturbekannten 
Verfahren. 

Konstruktion des Expressionsplasmides: 

Aus einein Plasmid, z.B. dem Plasmid pBP 101, das einen Teil 
des Tryptophanoperons von Serratia marcescens enthalt, wird 
die 90 bp lange Promotor-/ Opera tor -Sequenz mit Hilfe der 
Restriktionsenzyine Eco RI und Hae III herausgeschnitten. 
Dieses Fragment wird hierauf mit der synthetisch hergestell- 
ten RES mit Hilfe des Enzymes DNA-Ligase verknupft, und das 
so hergestellte Promotor-/ Opera tor -RBS-Pragment, das ein 
Eco RI- Ende vor dem Promotor/Operator und ein Bin dlll- 
Ende nach der RBS enthalt, wird in das Plasmid pBR 322 ein- 
gesetzt, anstelle des plasmideigenen 29 bp langen Eco RI- 
Hin dlll-Pragmentes. Die Wirksamkeit des so konstruierten 
Expressionsplasmides (pER 103) im Hinblick auf Expression 
von in die Hin dlll-Spaltstelle eingebauten Genen wird am 
Beispiel von Leukocyteninterferon, Subtyp A (IPN-aA) gezeigt, 

Expression von IFN-oA in pER 103: 

Interferon wird in menschlichen Zellen, vie andere zum Ex- 
port bestimmten Proteine auch, als Praprotein synthetisiert, 
d.h. als Protein rait einer Leader sequenz. Diese Leaderse- 
quenz wird erst beim Austritt des Proteinmolekiiles aus der 
Zelle von einem darauf spezialisierten Enzym abgespalten, 
wodurch die reife Form des Proteins erzeugt wird. Eine M6g- 
lichkeit, reifes Interferon von Bakterien synthetisieren zu 
lassen, ist eine Entfernung der Leadersequenz auf der DNA- 
Ebene, d.h. die Konstruktion eines Gens, das nur fur die Se- 
quenzen des reifen Proteins codiert. 
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^ Konstruktion des Interferonproduktionsplasmides fur IFN-aA; 

Beispielsweise hat Leukocyteninterferon eine Praseguenz von 
23 Aminosauren, darau£ folgt ein Cysteirir welches r nach 
Spaltung des Pralnterferons, die erste Aminosaure des 
3^ "reifen" Interferonpolypeptids darstellt. Zur Konstruktion 
J von Plasmiden/ die in Bakterien die Syn these von re if em 
i Interferon ermSglichen soil ten # ist es notwendig, ein Frag- 
. me nt des Interferongens zu isolieren, das exakt mit dezn 
; Codon fiir dieses Cystein beginnt. Vor dieses Cysteincodon 
10 muB dann ein ATG-Methionincodon gesetzt werden, um die Ini- 
tiation der Proteinsyn these zu ermoglichen. Diese Konstruk- 
' tion wird dann in geeigneter Weise beispielsweise in das £x- 
; press ionsplasmid p£R 103 eingesetzt, so daB der Abstand 
zwischen ATG-Initiationscodon und HBS fur die Translation 
15 optimal ist. Interferon, das mit Hilfe eines solchen Plas- 
mides in Bakterien hergestellt wird, besitzt die Aminosaure- 
seguenz des re if en Polypeptlds plus ein zusatzliches 
Methionin an dessen NH2-terminalen Ende* 

' Das fur IFN-aA codierende Interferonproduktlonsplasmid pER 
20 33 wird erfindungsgemaB beispielsweise nach diesen Grund- 
satzen konstruiert (seine Herstellung 1st in Fig. 4 sche- 
\ matisch wiedergegeben) : 

« 

, a) Konstruktion des fur reifes Interferon codierenden Gens, 
; mit Ausnabme des Codons fiir das NH^-terminale Cystein: 



23 ' Als Ausgangsmaterial fur die Interferoninformation dient 
! beispielsweise der fur IFN-oA codierende cDNA-Rlon 1 F7, 

welcher am 17. Mai 1982 unter der DNS-Nummer 2362 bei 
der Hinterlegungsstelle "Deutsche Sammlung von Hikro- 
Organismen, Griesebachstrafie 8, D 3400 Gottingen (Bun- 

30 desrepublik Deutschland) " hinterlegt wurde (siehe auch 

Deutsche Patentanmeldung P 32 20 116«8 vom 28.05. 1982). 
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Er enthalt das Interferongen insertiert in die Pst I- 
Spalts telle von pBR 322. IPN-oA (wie auch andere Leuko- 
cyteninterfecon-Subtypen) weist eiiie ' Spaltstelle fOr Sau 
3A gleich nach dem fur das NHj-terminale Cystein codie- 
renden TGT auf . Die Existenz dieser Spaltstelle bildet 
die Gcundlage fur die verwendete Methode zur Konstruk- 
tion eines "reifen" Interferongens aus geeigneten Re- 
striktionsf ragmen ten, z.B. aus dem interferonspezi- 
fischen 646 bp Ava II-Fragment und dem 34bp-Sau 3A-Ava 
Il-Pragment des Plasmides 1 P7. 



Herstellunq des Olicyonukleotid-Komplexes s 

Zu dem so konstruierten Gen muB nun am 5'-Ende das feh- 
lende Cysteincodon und, davor, ein ATG-Methionincodon 
hinzugefQgt werden; weiters ist ein Verbindungsstack 
notwendig, das die Ligierung dieser Konstruktion in die 
Hin dlll-Spaltstelle des Express ionsplasmids pER 103 er- 
maglicht. Zu diesem Zweck werden 4 Oligonukleotide syn- 
thetisiert: ein 14mer 5' TGTGATCTGCCTCA, ein 12mer 
5* AGCTTAAAGAT6, ein 9mer 5' CAGATCACA und ein 8mer 
S' CATCTTTA. Diese Oligonukleotide sollen, nach Ligie- 
rung und einem Sau 3A-Nachschnitt, das gewiinschte Prag- 
ment darstellen, das den Inter ferongen-Teil (Sau 
3A-Ende) mit pBR 103 (Hin dlii-Ende) ver'binden kann: 



12mer I{4mer 
I ,T— j , 

AGCTTAAAGATGTGOSGATCTGCCTCA 
3 • ATTTCTACACACTAOAC 
« 11 



Hin dlll 8mer 9mer 



Sau 3A 

Me^t Cys 
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E:2rflnd£in;gsugenL&£ werden die Ollgonukleotide so konstrulert, 
<SaiB sicb jfler :iLsitiations-Codon ATG und der Cystein-Codon TGT 
msS separaten ^Pxagmenten befinden. Dieses ermoglicht eine 
geaQsreiLle Verweadung von 12nier (und 8mer) be i der Insertion 
^ VFtsm Qenen in p£H 103. Das Oligonukleotid mit dem Cystein- 
; Oo&m imiB dahex mindestens 9 Nukleotide lang sein. Bei* 

j spfis^tLsweise ^k^men £olgende Nukleotide verwendet werden: 

t 

!• 

: S'aSSITGSPCTGr 

1 0 .5 '3rG'3?figrCTGCC , 

i! -S'^TGnsaPCTGCCT Oder 

:5 -TGTiaJXITGCCTC. 

\wat2?d./biea^iBLsweise das mit dem 14mer erhaltene ligierte 
(I&ILiL<g3QnukXei3;ta:23 mit Sau 3A verdaut, um das ins Inter ferongen 
1^ jgssfssmn^e Mmtx 3A»£nde zu erzeugen. 

iD2>fi danscKLieJafiBae Verkniipfung von Interferongen und Oligo- 
jffC^'fiis>tl:d-^KQmpJ3X , die Ligierung in ein Plasmid und dessen 
Tggiriife Xori iki' c axin tn einen bakteriellen Wirt, z.B. wie Escheri- 

: dIhSca coli HB 2^SL, erfolgt nach literaturbekannten Verfahren. 

1) 

2D, Sssr Sr-zielMmg :^ner weiteren Ausbeutesteigerung bei der Her* 
;: Bttaa^-Hung ettk^rgTitischer Genprodukte kann es ferner von Vor- 

ftyi>-n?? -sevLn, wenn das diesbezugliche Produktionsplasmid die 
; 0fit 'dUe ^Expression erforderlichen DNA-Sequenzen mehrfach, 
jk.y,m^ 'jdoppel-t, -finthaltr beispielsweise zwei -komplette Gene 
25. J:eJ.fes interferon ciA inklusive der bakteriellen r regula- 

'daasTjlBdhen Sequsnzen. Hierzu wird das mit einem bakteriellen 
: STinraoihErr r einer prokaryotischen, ribosomalen Bindungss telle 
unsdi te^e ATG-lxdtiationscodon versehene Gen fur reifes 
matter'feron isxib ainera erf indungsgemafi hergestellten Produk- 
3© fr&amspaiasmid-, ^B, aus pER 33, isoliert und nach Veranderung 
efijmes tdjer bfi^iSen Enden dieses DNA-Stiickes in ein mit einem 
fflEffiitxaik-tlottserrsym, z.B. EcoRI, erf indungsgemafi hergestellten 
ILimffiBrsierten,^ vollstandigen gleichen Plasmid eingefugt. 



BAB e«ieiNAL 
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Petner ist es von Vorteil, wenn ein so erf indungsgemafi her- 
gestelltes Tryptophanoperon tragendes Plasmid wie z.B. das 
Plasmid pER 33 einen par-Lokus en thai t, das heiflt eine DNA- 
Sequenz, welche bei Abwesenheit elnes' Selektionsdruckes , 
5: z.B. durch ein Antibioticum wie Ampicillin, wShrend des 

j Bakterienwachstums fur die gleichmaflige Weitergabe von Plas- 
I miden in Tochterzellen verantwortlich ist (siehe P.M. 
j Meacock, S.N. Cohen in Cell 20., S29-S42 (1980)). Hierzu 
Lwurde der par-Lokus zunSchst aus dem Plasmid pPM 31, welches 
10 : in der vorstehend genannten Literaturstelle beschrieben 
wird, isoliert und in ein erf indungsgemafi hergestelltes 
Inter feronproduktionsplasmld eingebracht . 



I 



15 



Durch die vorllegende Erfindung ist es somit gelungen, ein 
Expressionsplasmld zu konstruieren, das die Promotor-/ 
Operator-Region des Tryptophan-Operons von Serratia 
: raarcescens, sowie eine synthetische RBS enthSlt. Die Wirk- 
: samkeit dieser Konstruktion zur gentechnologischen Produk- 
• tion von bakterienfremden Proteinen wurde am Beispiel von 
I Leukocyteninterferon gezeigt. 

i 

20.| Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung nSher 
erlMutern: 
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I A. Beschreibunq der allqemeinen Methoden; 

1. Restr iktionsenzymver dauunqen 
I \ 
Restr iktionsendonukleasen, belspielsweise der Firma i 
Bethesda Research Laboratories r wurden unter folgen- 
den Bedlngungen verwendet: 

Eco RI*-, Bin dIXX-, Pst I- und Ava Il-Verdauungen 
wurden in TA-Puffer durchgefuhrt (33 mM Tris-Acetat, j 
j pH 7,9, 66 mM K-Acetat, 10 mM Mg-Acetat, 100 }ig/ml 

j BSA) ; i 

I Hae Ill-Verdauungen wurden in TM-Puffer durchgefflhrt | 

i (70 mM Tris-HCl, pH 7,5, 7 mM MgCl2) ; ; 

» Sau 3A-Verdauungen wurden in lO mM Tris-HCl, pH 7,4, 

; .-lO mM MgCl2f 75 mM NaCl durchgefuhrt. • 

! 2. Plasmxdpraparatlon r Gelelektrophorese 

; i 

Plasmide wurden von 1,5 ml oder von 100*300 ml - ] 

Obernacht-Rulturen in L-Broth + 25 ]ig/ml Tetracyclin | 
Oder + 100 |ig/ml Ampicillin nach der Vorschrift von 

Birnboim und Doly (siehe Nucleic Acids Res. 7^, \ 

1513-1523 (1979)) prapariert. Weitere Reinigung der | 

Plasmide erfolgte durch Isopropanolfallungen (siehe j 

unten) und (bei groBen Ansatzen) durch Chromatogra- * 
phie an Sepharose 4B der Firma Pharmacia. GroBere 
Mengen Plasmide (von 1-6 Liter Kultur) wurden nach 
der "cleared lysate'-Methode von Clewell und 

Helsinki (siehe Biochemistry 4428-4440 (1970)) j 

aufgearbeitet, wobei anschlieOend daran eine | 

Ethidiumbromid- CsCl-Gradientenzentrifugation j 

i 

durchgefuhrt wurde. 

* Elektrophorese von Plasmiden bzw. deren Restr iktions- 

: verdauungsprodukten erfolgte in 0,8 - 1,4 % Agarose- 

gelen oder in 6 % Polyacryamidgelen , in 40 mM Tris- 
Acetat, pH 7,8, 20 mM Na-Acetat, 2 mM EDTA. Prapara- 
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tion von Restr iktionsf ragmenten erfolgte durch Aus- 
schneiden des das gewtinschte Fragment beinhaltenden 
GelstCickchens und elektrophoreClsche Elution der DNA 
aus dem Gel in einen Dialysenschlauch. 

3. Kinase- und Phosphatasereaktion^h^ Llgasereaktionen 

5 •-Phosphorylierungsreaktionen (Endmarkierungen) wur- 
den in TM-Puffer (70 mM Tris-HCl:, pH 7,5, 7 mM 
MgClj) + 5 mM DTT + 0,2-0,5 mM ATP (10-20 |iCi 
■'^p-ATP) mit 5 Einheiten T4-Polynukleotidkinase , 
erhaltlich von der Pirma Betihesda Research Laborato- 
ries, 60 Minuten bei 37*C durchgef tthrt. Hierauf wurde 
10 Minuten bei 70*»C inkubiert, um das Enzym zu 
inaktivieren • 

Ligasereaktionen wurden in TM-Puffer + 5 mM DTT + 
0,25 mM ATP mit 0,1 Einheiten T4-DNA-I.igase , erhalt- 
lich von der Firma Bethesda Research Laboratories 
(bei "blunt-end"-Ligierungen) , bzw. 0,005 Einheiten 
Ligase (Ligierungen von kohasiven Enden) Qber Nacht 
bei 14 «C durchigefuhrt. Anschlieflend wurde das Enzym 
10 Minuten bei 70*»C denaturiert. 

Aufeinanderfolgende Kinase- und Ligasereaktionen wur- 
den im selben Reaktionsgemisch durchgef Uhrt» Nach 
Hitzedenaturierung des ersten Enzyms wurden wieder 
5 mM DTT und 0,25-0,5 mM ATP zugegeben und die zweite 
Reaktion angeschlossen. 

Phosphatasereaktionen wurden im Restriktionsverdau- 
ungspuffer (ublicherweise TA-Puffer) durchgef uhrt , 
durch Zugabe von 1 Einheit alkalischer Phosphatase 
(hergestellt von der Firma Sigma aus Kalberdarm) zu 
einer Restr iktionsverdauung und Inkubation 15 Minuten 
bei 37*C* Daran wurden 1-2 Phenolextraktionen, eine 
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Atherextraktion und eine Alkoholf allung angeschlos- 
sen. Oft wurden hierauf die DNA-Fragmente noch elek- 
trophoretisch aufgetrennt und geleluiert, bevor wei- 
tere Manipulationen durchgefuhrt wurden • 

5| , Dm groBe DNA-Fragmente (500 bp und grofler) von klei- 

i nen Fragmenten (Linkerfragmenten, die nicht ligiert 

I hatten, oder kleinen Restriktionsverdauungsprodukteh) 

; abzutrennen, wurden Isopropanolfallungen durchge- 

I ftihrt: Die Reaktion wurde mit 2N NH^-Acetat (End- 

10; konzentration) versetzt und mit 0,6 Volumen Isopropa- 

j nol 10-20 Minuten bei Ramn temper a tur gefallt. Nach 

I Zentrifugation 5 Minuten in einer Eppendorf zentrif uge 

• wurde der Uberstand entfernt, die Fallung mit kaltem 

70\% &thanol gewaschen, nochmals zentrif ugiert; das 
15 daraus resultierende Pellet wurde getrocknet und war 

fur weitere Manipulationen bereit. 

I 

' B. Herstellunq der Oligonukleotide ; 

i 

Leqende : 

= P f P ' - Dime thoxy- tr ipheny Ime thyl 
= Isobutyryl 

= Benzoyl (am Basenstickstoff ) 
polymeres Tragerraaterial 

= Thymin Oder 
2 

N -Isobutyrylguanin oder 
4 

N -Benzoylcytosin oder 
-Ben zoyladen in 
» Tetrahydrofuran 



20 



DMTr 
ibu 
bz 
(?> 

* B 



25 



THF 
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Beispiel I 

Funktionalisieru nq des polymeren Tragermaterials 

Die Punktionalisierung des polymeren Tragermaterials erfolg- 
te nach literaturbekannten Verfahren. Als. TrSgermaterial 
diente HPLC-Sillcagel (Machecey 5 Nagel, Korngr6fle 20 nm, 
PorengrSee 200 A). Es wurde derivatisiert wie bei. Mateucci 
-and Caruthers beschrieben, mit der Ausnahme, dafl der Succi- 
nylierungsschritt rait Bernsteinsaureanhydrid in wasserfreiem 
Pyridin durchgefuhrt wurde (siehe M.D. Matteucci, m.H, Caru- 
thers, Tetrahedron Letters 21, 719 (1981)), j. Am. chem. 
Soc. 103, 3185 (1981) und auch T. Tanaka, R.L. Letsinger, 
Nucleic Acids Research 10, 3249 (1982)). Die geschQtzten 
Nucleoside wurden so entsprechend folgendem Formelbild 
kovalent mit dem Silicalgel verknUpft: 

DMTr-0 

OC2H5 

-SI -0-Si-(CH ) -N-CO-(CH ) -co-(: 
fit 23, 22 

OC2H5 H 

Die Belastungsdichte betrug zwischen 68 und 104 nMol Nucleo- 
sid pro g Tragermaterial. 

Beispiel II 

5 '-Dimethoxvtritvl-desoxY thvmidln-3 '-chlormethoxvphosphit 

i 

I Die voll geschutzten Nucleosid-3 '-chlormethoxyphosphite wur- 
20 den nach literaturbekannten Verfahren synthetisiert (M.D. 

Matteucci, M.H. Caruthers, J. Am. Chem. 103, 3185 (1981) und 
T. Tanaka, R.L. Letsinger, Nucleic Acids Research 10, 3249 
(1982)). - 



15 





! 
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544,6 mg (1,0 mMol) 5 ' -Dimethoxytr ityl-thymidin (DMTrdT) 
wurden in 1,0 ml absolutem THF gelSst und diese Losung bei 
-78^ C innerhalb 15 Minuten unter Argon tropfenweise zu einer 
geruhrten Losung von 0,9 mMol Methyl-dichlorphosphit in 
5 - 0,5 ml absolutem Pyridin und 2,0 ml absolutem THF gegeben. 

* Nach weiteren 10 Minuten wurde die Reaktionslosung auf Raum- 
1 temperatur erwarmt und zentr ifugiert, Der Uberstand wurde 

r mit einer Pipette in einen trockenen, mit Argon gefullten 
5 Schliffkolben (25 ml) uberfuhrt. Bei Raumtemperatur wurde 
10 : unter Vakuum das Losungsmittel abgezogen, danach je 0.5 ml 

* Toluol und THF hinzugegeben und erneut eingedampft, wobei 

: als Produkt ein farbloser schaumiger Feststoff zuruckblieb, 
[ Dieses Produkt wurde nicht auf seine Reinheit bin analy- 
: siert, sondern in 10,0 ml absolutem Pyridin gelost und diese 
15 Losung unter Argon bei -20 *C bis zur weiteren Verwendung, 
maximal, jedoch eine Woche lang, aufbewahrt. 

Beispiel III 

2 

5 '-Dimethoxytrityl-M -isobutyryl-desoxyguanosin-3 *-chlor- 
methoxy-phosphit 



20 i Analog Beispiel II wurde eine Losung dieses Nucleosid- 

phosphoro-chloridits in 10,0 ml Pyridin aus 640,0 mg 

2 

(1,0 mMol) 5 '-Dimethoxytr ityl-N -isobutyl-desoxyguanosin 
hergestellt* 



Beispiel IV 

25 5 " -Dimethoxytr ityl-N^-benzoyl-desoxycytidin-3 '-chlorme- 
thoxy- pho sph i t 



Analog Beispiel II wurde eine Losung dieses Nucleosidphos- 

phoro-chloridits in 10,0 ml Pyridin aus 633,7 mg (1,0 mMol) 

4 

5 '-Dimethoxy-trityl-N -benzoyl-desoxycytidin hergestellt. 
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Beispiel V 

I 5 •-Dimethoxytrityl-N^-benzoyl-desoxyadenosin-3 '-chlorine- 
thoxy- phosph i t 



Analog Beispiel II wurde eine Losung dieses Nucleosidphos- 
5: phoro-chloridits in 10,0 ml Pyridin aus 657,7 mg (1,0 mMol) 
pS-'-Dimethoxytrityl-N^-benzoyl-desoxyadenosin hergestellt. 

Beispiel VI 

i 

• Synthese von d-TCCTTA 

50 mg (= 5 jiMol) des mit DMTrdA^^^ beladenen polymeren Tra- 
10; gers (siehe Beispiel I) wurden in eine Glasfritte gefQllt* 
Entsprechend der folgenden Auflistung wurden dann verschie- 
I dene Losungsmittel und ReagenzienlSsungen hinzugefiigt, der 
: Trager darin kurz aufgeschuttelt, und die Losung nach der 
j gewunschten Urasetzung wieder entfernt, indem sie mit Hilfe 
15 j eines Argon-Gasstromes von. oben durch die Fritte hindurch- 
gepre6t wurde* 

Abspaltung der DMTr-Gruppe mit 3 ml einer LSsung aus - 
70 g Zinkbromid, 500 ml Nitromethan und 5 ml Wasser. 
Reaktionszeit: 10 Minuten* { 

4 X Waschen mit je 3 ml einer Mischung aus n-Butanol- 
Lutidin-THP (4:1:5). 

t 

t 

4 X Waschen mit je 4 ml absolutem Pyridin. ; 

Ankondensation des nachsten Nucleotid-Bausteines: 
1 ml der Pyr idin-Losung von 5 '-Dimethoxytr ityl-desoxy- 
thymidin-3 '-chlormethoxyphosphit (Beispiel B) (ca. 



20 



a) 



b) 
c) 

d) 



25 
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100 uMol) wurden unter Argon in die Fritte 2U dem poly- 
meren Trager gegeben und dieser in der Losung aufgeschut- 
telt, 

Reaktionszeit: 10 Minuten^ 

i 

5 e) 3 X Waschen mit je 3 ml absolutera Pyridin. 

f) Oxidation des Phosphorigsaure-triesters mit 100 mg Jod, 
— gelost in 3 ml eines Gemisches aus THP, Lutidin und 
Wasser (2:2:1) « 
Reaktionszeit: 7 Minuten. 



10 



I 



15 



20 



25 



g) 3 X Waschen mit je 4 ml THF, 

h) Acetylierung der nicht umgesetzten 5 '-OH-Gruppen mit 
einer LSsung aus 150 mg 4-Dimethylaminopyridin, 0,3 ml 
Colliding 0,25 ml Acetanhydrid und 2,5 ml THF. 
Reaktionszeit: 5 Minuten. 

i) 4 X Waschen mit je 3 ml Nitrome than. Dieser Zyklus von a) 
bis i) wurde nun vier weitere Male wiederholt, wobei bei 
Schritt d) der fiir die Seguenz jeweils bend tig te 
Nucleotid-Baustein eingesetzt wurde. 

Ausbeute-Bestimmung : 

Nach Ankondensieren des letzten Nucleotid-Bausteines wurde 
das Trager mate rial im Slpumpenvakuum getrocknet, eine Probe 
von ca. 1 mg genau abgewogen und mit 10,0 ml einer 0,1 M 
Losung von Toluolsulfonsaure in Acetonitril versetzt. Durch 
die dabei eintretende Abspaltung des Dime thoxytrityl- Rations 
erhalt man eine orange-rot gefarbte Losung, deren Absorption 
bei 498 nm gemessen wurde. Nach der Formel 



Beladung[uMol/gl = (Abs.^^®) . (Verdunnungsfaktor ) . 14,3 



Gewicht des Tragers [mg] 
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lafit sich die Beladung des Trager -Mater ials mit Dimethoxy- 
trityl-Schutzgruppen berechnen, Man* Srhielt: 43 pMol/g* Dies 

: entspricht einer durchschnittlichen Ausbeute von 85 % pro 

: Kondensationsschr xtt • 

5.' Abspaltung der Methylreste von den Phosphorsauretr iester- 
i Gruppen: 

' Das Tragermater lal wurde 45 Minuten lang in 4 ml einer 
I Losung von Thiophenolr Triethylamin und Dioxan (1:1:2) ge- 
: schutteltr anschlieflend rait Methanol, dann mit Ether gewa- 
10 schen. 

Abspaltungf der Basen-Schutzgruppen und gleichzeitige Ab- 
spaltung der Hexanucleotid-Kette vom polymeren Trager: 
Das Tragermater ial wurde 14 Stunden lang mit 10 ml konz. 
Ammoniak auf 50**C erwarmt, die waBrige Losung dann abgesaugt 
15 und das Piltrat auf ca. 2 ml eingeengt. 

: Reinigung des Produkts: 

Das so erhaltene Rohprodukt, das am 5'-Ende noch eine Dime- 
thoxytrityl-Schutzgruppe trug, wurde der Reversed-Phase HPLC 
unterworfen. Saule: ji-Bondapak C^^g Fa* Waters; Eluans: 
20 1 0,1 M Triethylaxmnoniumacetatpuf fer pH 7 mit 25 % Acetoni- 
I tril; PluG 2 ml/min,; Retentionszeit: 14 Minuten. Die gesam- 
melten Elutionsf raktionen wurden auf ca, 1 ml eingeengt, mit 
j 10 ml 80 % Essigsaure versetzt und 30 Minuten bei Raumtempe- 
; ratur stehengelasen. Dann wurde bei 50 *C im Vakuum zur 
25 " Trockne eingeengt, der RQckstand in 25 ml Wasser gel3st und 
das abgespaltene Dimethoxytr itanol mit 3 x 15 ml Ether ex- 
trahiert. Die waflrige Phase wurde erneut bis zur Trockne 
eingeengt, der RQckstand in 2,5 ml Wasser gelost, uber Bio- 
gel P 2 (Saule: 60 x 1,7 cm) entsalzt und lyophilisiert. 
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Analyse des Produkts: 

Als Reinheitskontrolle diente das analytische HPLC-Diagrainin 
(Saule: 300 x 3,9 ma, u-Bondapak C^^g, Pa. Waters; Eluans: 
0,1 M Trie thy lammoniumacetatpuffer pH 7 rait 12 % Acetoni- 
tril; Plufl: 1,5 ml/min.; Retentionszeit: 3,7 Minuten) • 



5 nrelspiel VII 
I 

j Syn these von d-TAAGGAGGTTTA 

I 

{ 

. Hergestellt analog Beispiel VI ausgehend von 300 mg 
i (30 jiMol) DMTrdA^^/^-Q) . 
' HFLC-Diagramin des Produkts: 
10 • Saule: 300 x 3,9 ram, )i-Bondapak Cj^g , Fa. Waters; 

Eluans: 0,1 M Trie thy lammoniumacetatpuffer pH 7 mit 12 % 
Acetonitril; Plufi: 1,5 ml/min; Retentionszeits 
4,4 Minuten 

1 Beispiel VIII 



15 



Syn these von d-AGCTTAAACC 



Hergestellt analog Beispiel VT ausgehend von 200 mg 
(16 iiMol) . 
lDMTrdC*'?--(p) 
InPLC-Diagramm des Produkts: 
20|Saule: 300 x 3,9 mm, )i-Bondapak C^^g, Pa. Waters; 

jEluans: 0,1 M Triethylairanoniumacetatpuf fer pH 7 mit 12 % 
I Acetonitril; Plufi: 1,5 ral/min; Retentionszeit: 

- 3,4 Minuten. 
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Beispiel IX 
; Synthese von d-CATCTTTA 

j Hergestellt analog Beispiel VX ausgehend von 150 mg 
I (1,32 jiMol) DMTrdA*^^y^/v(p^ 
3 j HPLC-Diagramm des Produkts: 

i Saule: 300 x 7,8 mm, )i-Bondapak C^3# Fa. Waters; 
'pnuans: 0,1 M Trie thy lammoniumacetatpuffer pH 7 mit 20 % 
j Acetonitril; Plufl: 1,5 ml/min; Retentionszeit: 

i 7,7 Minuten. 

I 

! 

10 Beispiel X 

* Synthese von d-*AGCTTAAAGATG 

. Hergestellt analog Beispiel VT ausgehend von 200 mg ' 
\ (16,2 iiMol) DMTrdG^'^^^J) • 
j HPLC-Diagramra des Produkts: 
15!'Saule: 300 x 7,8 mm, u-Bondapak C^^g, Fa. Waters; 

Eluans: 0,1 M Tr iethylammoniumacetatpuf f er pH 7 rait 26 % 
Acetonitril; Flufl: 1,5 ml/min; Retentionszeit: 
5,2 Minuten. 

I 

! 

I Beispiel XI 
20 ! Synthese von d-TGTGATCTGCCTCA 

J Hergestellt analog Beispiel VI ausgehend von 250 mg (22 pMol) 
DMTrdA^^^/v.^ . 

HPLC-Diagramm des Produkts: 

Saule: 300 x 7,8 mm; y-Bondapak C-^q7 Fa, Waters; 
25 Eluans: 0,1 M Triethylammoniumacetatpuf f er pH 7 mit 25 % 
Acetonitril; Flufl: 1,5 ml/min; Retentionszeit: 
6,1 Minuten. 
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Beispiel XII 

Svn these von d-CAGATCACA 



Hergestellt analog Beispiel VI ausgehend von 150 mg 
(13,2 uMol) DMTrdA*^^ • 
HPLC-Diagramm des Produkts; 

Saule: 300 x 7,8 mm; u-Bondapak C^gX Fa. Waters; 
r^uansr 0,1 M Trie thy lammoniumacetatpuffer pH 7 mit 20 % 
! Acetonitril; FluQ: 0,2 ml/min; Retentionszeit: 

I 5,2 Minuten. 

! 

-10 \ Analyse der Oligodeoxynucleotide 

i 

; Die Seqaenzanalyse der synthetisch hergestellten Oligodeoxy- 
• nucleotide wurde durchgefuhrt, nachdem diese in das Interfe- 
: ronproduktionsplasmid pER 33 eingebaut worden waren (siehe 

! Beispiel 2: Sequenzanalyse des Inter feronplasmids pER 33) . 

i 

15^ Mit dieser Analyse wird gleichzeitig die Richtigkeit der 
1 Basenabfolge in den Oligooxynucleotiden belegt (siehe 
Pig. 5) . 

Beispiel 1 

Konstruktion des Expressionsplasmides pER 103 



20 Die Konstruktion des Expressionsplasmides pER 103 ist 
schematisch in Fig. 1 dargestellt. 

a) Isolierung des Pr omo tor /Opera tor -Fragmentes 

Das Plasmid pBR 101, das etwa 1000 bp des Tryptophan- 
I Operons von Serratia marcescens enthalt, stellte das 
25 ! Ausgangsmaterial fur die Isolierung der Promo tor/Opera- 
tor-Region dar. Diese regulator ische Region liegt inner- 
halb eines 90 bp langen Eco RI - Hae III-Fragraentes, in 

dem der Promotor in der Richtung Eco RI > Hae III 

o r i e nti e^?^— Is4r^ — 
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Etwa 25 yg des Plasraides pBP 101 wurden rait dem Restrik- 
tlonsenzym Eco RI verdaut, die zwei entstehenden Frag- 
mente wurden durch Gelelektrophoresie (1,4 % Agarose) 
voneinander getrennt und das 200 bp lange Fragment wurde 
5. elektrophoretisch aus dem Gel eluiert. Dieses Fragment 

i wurde dann rait Hae III verdaut, die beiden Verdauungs- 

I produkte wurden auf einem 6 % Polyacrylamidgel getrennt 

j und das 90 bp lange Fragment (Promotor/Gperator ) wurde 

! wieder aus dem Gel isqliert, 

i 

! 

10. b) Konstruktion der Ribosomenbindunqssequenz (RBS) 

I 

Die RBS wurde aus 3 synthetischen Oligonukleotiden zu- 
sammengesetzt: dem 6mer 5*-TCCTTA, dem lOraer 

5 • - AGCTTAAACC und dem 12mer 5 •-TAAGGAGGTTTA* 500 pMole 
vom 6mer wurden rait Hilfe des Enzyms Polynukleotidkinase 
15 phosphoryliert und dabei radioaktiv markiert (siehe Teil 

A) . Das Reaktionsgemisch wurde 10 Minuten lang auf 70 ••C 
erhitzt, um die Kinase zu inaktivieren, hierauf wurden 
aquimolare Mengen von (nicht phosphoryliertem) lOmer und 
12iner zugesetzt, das Oligonukleotidgemisch wurde. auf 
95*»C erhitzt und dann langsam (fiber etwa 3 Stunden) auf 
30-35*C abgektihltr wobei die Oligonukelotide miteinander 
hybr idis ier ten : 



12mer 

1 

5 • dTAAGGAGGTTTA 

HO 

3 • dATTCCTCCAAATTCGA 

I a I 1 

6mer lOmer 



20 



Durch Zusatz von 0,25 mM ATP und 5mM DTT wurden 6mer und 
lOmer mit Hilfe des Enzyms DNA-Ligase kovalent miteinander 
25 verbunden (siehe Teil A) . Das Fehlen von Phosphatresten an 
den 5'-Enden des 12raers und des lOmers verhinderte das Ent- 
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stehen von multimeren Ligationsprodukten. Nach der Reaktion 
wurde 10 Minuten auf 70**C erhitzt, um die Ligase zu inakti- 
vierenr hierauf warden nach Zugabe. von 0/5 mM ATP und 5 mM 
DTT in einer weiteren Kinasereaktion (siehe Teil A) auch die 
5'-Enden des 12mers und des lOmers kinasiert, wodurch die 
BBS fertiggestellt war. 

c) Verknupfunq von Promo tor und RBS 



12 pMole des 90 bp langen Eco RI-Hae III Promotor-/ 
Operator -Pragmentes wurden unter Standardbedingungen 
10 ! (siehe Teil A) mit 60 pMolen RBS ligiert. Da nur das 

durch den Hae Ill-Schnitt erzeugte stumpfe Ende ("blunt 
end") des 90 bp-Pragmentes mit dem stumpfen Ende der RBS 
ligieren kann, entstanden nur MolekQle, die die RBS in 
der rUchtigen- Orientierung stromabwarts vom Promotor 
15 enthielten. Nach der Reaktion wurde die Ligase 10 Mi- 

nuten bei TO^'C inaktiviert, es wurde auf TA-Puffer- 
Ronzentration (siehe Teil A) eingestellt und mit 200 Ein- 
heiten Bin dlll und 10 Einheiten Eco RI nachverdaut* 
Dieses war vorteilhaft, um die in der Ligasereaktion 
20 ' entstandenen Multimeren (da neben der gewQnschten Reak- 

tion sowohl Eco RI-Enden, als auch Hin dlll-Enden mit- 
einander ligieren konnten) wieder in Monomere zu verwan- 
deln. Hierauf wurde die Probe auf einem 6 % Polyacryl* 
amidgel aufgetrennt und das etwa 100 bp lange Promo tor/- 
25 ; Operator-RBS-Fragment (das ein Eco RI- und ein Hin 

dlll-Ende besitzt) aus dem Gel herausgeschnitten und 
elektrophoretisch eluiert, um es vom OberschuB der nicht 
ligierten RBS abzutrennen. Hiermit war der fur die 
Expression verantwortliche Teil des Expressionsplasmides 
30 fertiggestellt (siehe Fig, 3), 



Die in Fig. 3 dargestellte Nukleotidsequenz laBt sich 
durch literaturbekannte Methoden der Polynukleotid- 
syn these nachvollziehen. 
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d) Insertion des Pr omotor/Qperator-RBS-Fragmenta In das 
Plasmld pBR 322 



^0• 



15 



Etwa 2 ug des Plasmides pBR 322 wurden mit den Restrik- 
tionsenzymen Eco RI und Hin dlll geschnitten, wobei zwei 
Pragmente entstanden: ein grofles mit 4332 bp und ein 
kleines mit 29 bp. Das groBe Fragment wurde durch Elek- 
trophorese auf einera 0,8 % Agarosegel vom kleinen Frag- 
ment getrennt, aus dem Gel herausgeschnitten und elu- 
iert. Etwa 0,4 pMole dieses Fragments wurden dann mit 
etwa 10 pMolen des Promotor/Operator-RBS-Pragmentes 
ligiert (siehe Teil A) . Das pBR 322-Pragment konnte 
wegen seiner zwei nicht zusammenpassenden QberhSngenden 
Enden nicht mit sich selbst ligieren; da das Promotor/- 
Operator-RBS-Fragment nur in einer Orientierung in das 
Plasmid ligiert werden konnte, erfolgte Promotion in 
Richtung Hin dlll-Spaltstelle , zum Tetracyclinresi- 
stenz-Gen von pBR 322. 



e) 



20 



251 



30. 



35 



Transformation v on Escherichia coli mit dem Expressions - 
plasroid pER 103 

Escherichia coli HB 101 wurde mit dem Reaktionsgemisch 
dieser letzten Ligierung auf literaturbekannte Weise 
transformiert (siehe Dworkin und Dawid, Dev. Biol. 76, 
435-448 (1980)) und die Transformanten wurden auf ' 
ampicillinhaltigen Agarplatten selektioniert. 
HierfQr wurden E. coli HB 101 Zellen zu einer Dichte von 
ca. 2 X 10 Zellen/ml aufgezflchtet. Die Zellen wurden 
pelletiert und in 100 mM CaCl2-I.osung suspendiert 
(20 Minuten bei O'C) . Danach wurden die Zellen mit dem 
Reaktionsgemisch der Ligasereaktion 5 Minuten bei 0° - 
4»C und 5 Minuten bei 37-C inkubiert. Nach Zugabe von 
0,5 - 1 ml 1-Broth wurde 15 - 30 Minuten bei 37»C 
waiter inkubiert. 19 Transformanten wurden ausgewahlt und 
mit Hilfe von Hae IIl-Restriktionsverdauungen auf ihren 
mSglichen Gehalt des Promoter/Operator -RBS- Fragmentes 
gepruft. Das 192 bp lange pBR 322/Hae Ill-Fragment 
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fehlte und war durch ein 264 bp- Fragment ersetzt worden 
{16 bp von der Hae Ill-Spaltstelle in pBR 322 "links" 
von der Eco Rl-Spaltstelle + 103 bp Promo tor/Oper ator- 
RBS-Fragment + 145 bp von der Hin dlll-Spaltstelle bis 
2ur nachsten Hae Ill-Spaltstelle "rechts" davon, in pBR 
I 322) . Von den 19 ausgewahlten Transf ormanten zeigten 18 

! das erwartete Verdauungsmuster (siehe Fig. 2) • 



\ — Seouenzanalyse der Pr omo tor /Opera tor -RBS-Region des 
; Expressionsplasmldes pER 103 

10 ; um die Richtigkeit der konstruierten Express ionsplasmide 

! ohne Zweifel festzustellen^ wurde eines dieser Plasmide 

(pER 103) in der Promotor/Operator-RBS-Region sequen- 
ziert und deren Position in pBR 322 festgestellt. Die 
Seguenzanalyse wurde nach der literaturbekannten Methode 
15. von Maxam und Gilbert (siehe Proc, Nat. Acad. Sci. 74, 

560-564 (1977)) durchgefuhrt und erfolgte von der Eco 
Rl-Spaltstelle in Richtung Hin dlll-Spaltstelle (und 
daruber hinaus) , wie auch von der Hin dlll-Spaltstelle 
j in Richtung Eco Rl-Spaltstelle (und daruber hinaus) . Es 

20 j ergab sich die Nukleotid-Sequenz, welche in Fig. 3 dar- 

I gestellt ist. 



pER 103 ist somit ein Express ionsplasmid, das die Promo- 
ter/Operator -Reg ion des Tryptophanoperons von Serratia 
marcescens in Kombination mit einer synthetischen RBS 
25 enthalt. Dieses neue Expr ess ionsplasmid promoviert die 

Transkription von Genen, die in seine Hin dlll-Spalt- 
stelle eingebaut werden, und ermoglicht eine effiziente 
Translation dieser Transkriptionsprodukte . Dafl dieses 
der Fall ist, wird in Beispiel 2 gezeigt. 



0115613 



Belspiel 2 

' Konstruktion des Interferonproduktionsplasmldes pER 33 

i - ' * 

I ^- Konstruktion des fur relfes Interferon codierenden Gens. 
mlt Au snahme des Codons fiir das NH ^ -terminale Cysteln 

5 Etwa 1 ug des Pst I-Insertes von 1 F7 wurde mlt dem 

Restriktionsenzym Sau 3A verdaiit, und das 177 bp lange 
I Fragment, das von der Sau 3A-Spalts telle nach dem 

I NHj-terrainalen Cysteincodon bis zur nachsten Sau 3A- 
i Spaltstelle reicht und eine Ava Il-Spaltstelle beinhal- 

10 ; tetr wurde von einem 6 % Polyacrylamidgel isoliert. Es 

! wurde mit 1 Einheit alkalischer Phosphatase behandelt 

(siehe Teil A) und nach Entfernung der Phosphatase durch 
Phenol- und &therextraktion mit &thanol gefallt. Das 
Fragment wurde anschlieflend mit Ava II geschnitten, 
15 wodurch das gewUnschte 34 bp Sau 3A-Ava II-Fragment und 

ein 143 bp-Fragment erhalten wurden. 
j Parallel dazu wurde das interferonspezif ische 646 bp Ava 
j II-Fragment, das von der Ava Il-Spaltstelle innerhalb 
j des 177 bp Sau 3A-Fragmentes bis hinter das Terminations- 
20 codon reicht, aus dem Plasmid 1 F7 prapariert. Etwa 

0,5 ug dieses 646 bp Ava II-Fragmentes wurden nun 
zusammen mit der Mischung aus 34 bp und 143 bp Sau 
3A-Ava Il-Fragmenten mit dem Enzym DNA-Ligase inkubiert 
(Ligierung von kohasiven Enden, siehe Teil A). Dadurch 
25 i entstanden Ava II-Fragmente, die, kovalent verbunden, 

von Ava Il-Sau 3A-Fragmenten f lankier t sind. Sobald ein 
Ava Il-Sau 3A-Fragment mit einem Ava II-Fragment ligiert 
hat, konnen an dieser Stelle keine weiteren Ligierungen 
mehr stattfinden, da die Sau 3A-Enden dephosphoryliert 
30 worden waren* Nach der Ligasereaktion wurde 10 Minuten 

; auf 70«C erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren, dann 
wurden 5 mM DTT und 0,25 mM ATP zugegeben, und die 
dephosphorylierten Sau 3A-Enden wurden wieder kinasiert 



L-tJI 
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(siehe Tail A) . Das Reaktionsgemisch wurde auf einem 6 % 
Polyacrylamidgel aufgetrennt und Molekule im Bereich von 
700-800 bp (ein 646 bp Ava II-Fragment flankiert von 
zwei Ava Il-Sau 3A-Praginenten) und im Bereich von 1300 - 
> 1500 bp (zwei miteinander ligiert 646 bp Ava II-Frag- 

; mente flankiert von Ava Il-Sau BA-Fragmenten) wurden 

I eluiert. 



I 



b, Praparation des Oliqonukleotid-Komplexes der Formel 

12mer ! 14mer 

r 



I Tf- 

AGCTTAAfiGATGTGTCATCTGCCTCA 
3 ' ATTTCTACACACTAC?^C 
J I I ^ 

Hin dlll I 
8mer 9mer > 



Met Cys 

4 synthetische hergestellte Oligonukleotide/ namlich ein 
10: 14mer 5* TGTGATCTGCCTCA, ein 12mer 5« AGCTTAAAGATG , ein 
9raer 5' CAGATCACA und ein 8mer 5" CATCTTTA, wurden fol- 
1 genderroaBen umgesetzt: je 250 pMole 8mer, 9mer und 14iner 
I wurden phosphoryliert (siehe Teil A) , nach der Reaktion 
; wurde die Kinase durch Erhitzen auf 95**C inaktiviertr es 
13' wurden 250 pMole nicht kinasiertes 12mer zugegeben und 
; das Oligonukleotidgemisch langsam (uber etwa 3 Stunden) 
, auf 35**C abgekuhlt, um Hybrisierung der Oligonukleotide 
zu ermoglichen. Hierauf wurden nach Zugabe von 5 mM DTT 
und 0,25 mM ATP die Oligonukleotide miteinander ligiert 
20 ( "blunt-end" -Ligierung/ siehe Teil A) • Das. Fehlen eines 

Phosphatrestes am 5*-£nde des 12mers verhinderte die 
Bildung von Dimeren; das uberhangende £nde des 14mers 
ist nicht selbstkomplementar , es kann nicht zur Dimeri- 
sierung fuhren* 
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Bin Aliquot (25 pMole) des ligierten Oligonukleotidkomplexes 
wurde mit 80 Einheiten Sau 3A verdaut, um das ins 
Interferongen passende Sau 3A-Ende zu erzeugen. Hierauf 

; wurde die Probe 10 Minuten auf 75*C erhitzt, mit Phenol 
5; extrahiert und mit Xthanol gefallt. Hiermit war das 

I Linker fragment/ das das Interferongen mit dem Hin 

! dlll-geschnittenen pER 103 erf indungsgemaB verbindet, 

j fertiggestellt. 

I <=• Verkntipfung von Interferongen und Oligonukleotid- 
10 ; Komplex, Ligierung in pER 103 

I Die isolierten Interferonfragmente (siehe Beispiel 2a), 
die etwa 1 pMol von Molekulen darstellen, wurden rait dem 
Sau 3A-geschnittenen Oligonukleotidkomplex (etwa 25 
pMole) durch Ligierung der kohasiven Sau 3A Enden (siehe 
15 Teil A) verbunden. Wieder verhlnderte das Fehlen eines 

Phosphatrestes am Hin dlll-Ende des Oligonukleotid- 
komplexes (12mer) den Aufbau von Multimeren. Es entstan- 
: den Inter ferohgen-Molekule , die auf beiden Seiten von 
einem Oligonukleotidkomplex mit einem freien Hin dlll- 
Ende flankiert waren. Nach Hitzedenatur ierung der Ligase 
und Zugabe von 5 raM DTT und 0,25 mM ATP wurden diese 
Enden phosphoryliert (siehe Teil A) , dann wurde eine 
Isopropanolfallung (siehe Teil A) durchgef ahrt, um die 
ebenfalls in der Ligasereaktion entstandenen Oligonu- 
kleotidkomplex-Dimeren abzutrennen, Hierauf wurde die 
I Konstruktion mit 0,05 ]ig Hin dlll-geschnittenem, phos- 

j phatasebehandeltem pER 103 ligiert (Ligierung von koha- 
I siven Enden, siehe Teil A). Die Phosphatasebehandlung 
I (siehe Teil A) des Hin dlll-geschnittenen Plasmids ver- 

30 . minderte dessen Rezirkularisierung in der Ligasereak- 
tion. Hiermit war ein Gemisch von Plasmiden fertigge- 
stellt, das zu 50 % Inter feronproduktionsplasmide ent- 
hielt (namlich diejenigen Plasmide^ die ein 34 pb Sau 
3A-Ava II-Fragment in der Ligierung mit dem 646 bp Ava 

35 II-Fragraent am Genbeginn erhalten hatten - siehe Bei- 

spiel 2a) • 
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' d. Transformation von Escherichia coli HB 101 und Analyse 
der Transformation im Hinblick auf Interferonproduktion 

i Das gemafl Beispiel 2c hergestellte Plasmidgemisch wurde 

i analog .Beispiel le zur Transformation von Escherichia 

* 

5i coli HB 101 verwendet (siehe Dworkin und Dawid, Dev« 

Biol, 76, 435-448 (1980)). Etwa 20 % der erhaltenen 

Trans forman ten hatten Inserte (der Rest waren rezirku- 

- larisierte pER 103-Plasmide) , von denen mehrere auf 

[ Interferonexpression untersucht wurden. Dazu wurden 

10 ; 100 ml Bakterienkultur in M9 Minimum Medium, dem alle 

i Aminosauren auBer Trypthophan (20 ug/ml pro Aminosaure) , 

\ sowie Thiamin (1 pg/ml) r Glucose (0,2 %) und der Induk- 

j tor des Tryptophanoperons Indol- (3) -acrylsaure (lAA, 

20 ug/ml; siehe Halle well und Emtage in Gene 9^, 27-47 

15. (1980)), zugesetzt worden waren, zu einer optischen 

Dichte von 0,6-0,8 geziichtet. Die Bakterien wurden durch 

Zentrifugation 10 Minuten bei 7000 U/min pelletiert, 1 x 

\ in 50 mM TrisHCl, pH 8, 30 raM NaCl gewaschen und 

I schlieBlich in 1,5 ml desselben Puffers suspendlert. 

20 ; Nach Inkubation mit 1 mg/ml Lysozym 30 Minuten lang auf 

Eis wurden die Bakterien 5 x gefroren und getaut und 

hierauf die Zellbruchstucke durch Zentrifugation eine 

Stunde bei 40 000 U/min entfernt. Der Uberstand wurde 

steril filtriert und im Plaqueredukt ions test mit 

25 V3-Zellen und Vesicular Stomatitis Virus auf Inter- 

feronaktivitat getestet* Etwa die Halfte aller Klone 

(mit Insert) zeigte betrachtliche Interferonexpression: 
- 8 

2 X 10 Einheiten (internationale Referenzeinheiten) 

pro Liter Kultur. 

! 
I 

30 ! e. Sequenzanalyse des Interferonproduktionsplasmids pER 33 



Einer dieser interf eronproduzierenden Klone (pER 33) 
wurde ausgewahlt und von der Promotor/Operator-Region 
weg bis ins Interf erongen hinein sequenziert, urn die 
Richtigkeit des konstruierten Plasmides festzustellen, 
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10 



f 

Die Sequenzanalyse wurde wieder nach Maxam und Gilbert 
(siehe Proc. Nat. Acad. Sci. USA 74 , 560-564 (1977)) 
durchgefOhrt und erfolgte von der am 3'-Ende radioaktiv 
markierten Eco Rl-Spalts telle ausgehend in Richtung 
Interferongen. Es ergab sich die erwartete Sequenz, ein 
Ausschnitt davon ist in Pig. 5 dargestellt. in diesem 
Ausschnitt sind alle zur Konstruktion von pER 33 verwen- 
deten Oligonukleotidfragmente zu sehen. 

Die vorstehend erwShnten Eigenschatten belegen, dafi das 
erfindunggemMfl hergestellte Expressionsplasmid pER 103 
j die Promotor/Operator-Sequenz des Tryptophanoperons von 

Serratia jaarcescens in Kombination mit einer synthe- 
tischen Ribosomenbindungssequenz enthalt. Am Beispiel 
von Leukocyteninterferon konnte gezeigt werden, dafl in 
15 das Expressionsplasmid pER 103 in geeigneter Weise ein- 

gebaute Gene hohe Werte an Expression zeigen. 
Das Expressionsplasmid pER 103 wurde in Escherichia coli 
K 12, HB 101 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganis- 
men GrisebachstraBe 8, D 3400 GSttingen, unter der 
20 ; DSM-Nr. 2773 am 27. Oktober 1983 gemaa Budapester Ver- 

' trag hinterlegt. 

Beispiel 3 

\ Konstruk tion des Interferonplasmids pER 21/1 

Die Konstruktion des Plasmlds pER 21/1 ist schematisch in 
25 i Pigur 6 dargestellt. 

i 

I 

I ^) Praparatlon des IFNaA Gens aus pER 33 

2 PER 33 wurden mit den Restr iktionsenzym EcoRl und 
BamHI geschnitten, wodurch zwei Fragmente der Langen ca- 
1300 bp und ca- 4000 bp entstanden, Diese Fragmente wur- 
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den auf einem 1,2 % Agarosegel elektrophoretisch aufge- 
trennt. Das kiirzere Fragment wurde durch Elektroelution 
aus dem Gel isoliert. Die Enden dieser DNA wurden durch 
Zugabe von je 1,25 nMol dATP, dGTP, dCTP und dTTP sowie 
5; von 2 Einheiten Klenowf ragmen t der DNA-Polymerase I in 
! stumpfe Enden uberfuhrt. Die DNA wurde durch Phenolex- 

I traktion und Prazipitation aus athanolischer Losung ge- 
I reinigt und anschlleQend in 15 jil H^O aufgenommen« 
* 

Etwa IS pMol EcoRI -Linker (New England Biolabs Inc.) 
* 32 
10; wurden durch Zugabe von y- p-ATP und T4-Polynukleotid- . 

I kinase in 5 ^1 Reaktionslosung an den 5 'Enden phosphory- 

: liert. Nach Hitzeinaktivierung der Kinase wurde die DNA, 

5 nMol ATP und 0,1 Einheiten T4-Ligase zugesetzt und IS 

Stunden bei 14*C inkubiert. Das Reaktionsprodukt wurde 

15 durch Isopropanolf allung von niedermolekularen Substanzen 

gereinigt. 

Die DNA wurde abschlieflend mit 20 Einheiten Restriktions- 
! enzym EcoRI geschnitten, nochmals durch Isopropanolfal- 
! lung gereinigt und in 10 ^l gelost, 

20 Linearisierunq des Plasmids pER 33 

Ca. 2 yg pER 33 wurden mit dem Restr iktionsenzym EcoRI 
behandelt. Anschlieflend wurde alkalische Phosphatase 
zugesetzt, um die 5 'Phosphatreste zu entfernen. Die ca. 
5300 bp lange, lineare DNA wurde durch Elektrophorese in 
25; einem 1,2 % Agarosegel und Elektroelution von restlichem, 
nicht geschnittenem pER 33 gereinigt. Die DNA wurde mit 
Phenol und &ther extrahiert, aus athanolischer Losung 
I gefallt und in 10 jil H^O gelost. 
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c) Verknupfunq des linear isier ten pER 33 mit dem zusatzlichen 
Gen fiir IFNaA 

4 111 des mit EcoRI-Linkern versehenen ONA-Stiickes, das 
; das IFNoA Gen plus regulator ische Elemente enthalt^ 
5j wurden mit 0,5 ]il EcoRI -linear isiertem und dephosphory- 
liertem pEH33 in 20 nl Reaktionslosung mit Hilfe von 0,1 
Einheiten T4-Ligase miteinander ligiert. Nach 16 Stunden 

' Inkubation bei 14**C wurde das Enzym durch Erhitzen auf 

68*C zerstort. 

i 

10 ' <3) Transformation von E,coli HBIQI und Analyse der 
I Transformation im Hinblick auf Inter feronproduktion 

E.coli HBlOl wurde analog Beispiel le mit der DNA aus 
Beispiel 3c transf ormiert. 2wei der so hergestellten 
Rlone wurden analog Beispiel 2d auf Interferonexpression 
15; mittels Plaquereduktionstests gepruft. Wahrend der Klon 
pER 33 bis zu 200 x 10^ Einheiten IFN pro 1 1 Kultur 
aufwies, ergaben sich mit einem der neuen Klone, pER 21/1 
bezeichnet, liberraschenderweise mehr als 300 x 10^ Ein- 
heiten pro Liter Rultur. 

Restriktionsenzymanalyse des pER 21/1 

Das Plasmid pER 21/1 wurde in groflerer Menge isoliert und 
mittels Restriktionsenzymverdauung mit Hin dill analy- 
siert. Da die in pER33 in die EcoRI Stelle . eingebrachte 
DNA zwei identische EcoRI-Enden aufwies, waren zwei 
Orientierungen dleser DNA im pER 21/1 moglich. Restrik- 
tionsenzymverdauung mit Hin dlll von pER 21/1 mit 
parallel gerichteten Interferongenen sollte Pragmente der 
ungefahren GroQe von 4100, 950 (2 Fragmente) und 450 bp 
zeigen* Waren die beiden Gene jedoch entgegengesetzt 
orientiert, sind Fragmente der ungefahren Grofie von 4350, 
950 (2 Fragmente) und 200 bp zu erwarten. Der Verdauung 
von ca« 2 )ig pER 21/1 mit dem Restr iktionsenzym Hin dlll 
und anschliefiende Elektrophorese in einem 1,4 % Agarose- 



20 



25 



e) 
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' ' gel ecgab Fragmente der ungefahren GroBe 4100, 950 una 
450 bp. Oaher slnd die beiden IFNaA Gene parallel zueln- 
ander orientiert (siehe Figur 6} • 

Beispiel 4 

Konstruktion des Interferonproduktlonsplasmldes parpER 33 

Die Konstruktion des Plasmides parpER 33 ist schmematlsch in 
Fig. 7 dargestellt. 

a) Praparation des par-Lokus 

Etwa 200 pMol EcoRl Linker (New England Biolabs Inc.) 
wurden in 20 ^l Reaktionslosung mit 9 Einheiten T4-Poly- 
nukleotidkinase und 10 nMol ATP an den Enden phorphory- 
liert, und das Enzym anschlieQend hitzeinaktiviert • 

8 ^g des Plasmids pPM 31 wurden mit dem Restriktionsenzym 
Aval geschnitten. Die Enden des linearis ier ten Plasmids 
wurden durch Zugabe von je 5 nMol dATP, dGTP, dTTP sowie 
4 Einheiten des Enzyms Rlenowfragment der Polymerase I in 
stumpfe Enden uberfuhrt. Die DNA wurde durch Phenolex- 
traktion und Prazipitation aus athanolischer Losung ge* 
reinigt und in 40 ^1 HjO aufgenommen. 

Die EcoRI Linker wurden zusammen mit der linear isier ten 
und stumpfe Enden aufweisenden DNA in 70 |il Reaktionslo* 
sung mit 6 nMol ATP und 1 Einheit T4-Ligase 16 Stunden 
bei 14^C behandelt. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms 
wurde die Losung auf 50 raM NaCl und 50 mM Tris-Cl pH=7,6 
eingestellt und die DNA mit 300 Einheiten EcoRI behan- 
delt. Nach 2 Stunden Inkubation wurde das Restr iktions** 
enzym hitzedenaturiert und die DNA elektrophoretisch in 
einem 1,4 % Agarosegel aufgetrennt. Das den par-Lokus 
beinhaltende Stuck DNA von ca. 400 bp Lange wurde aus dem 
Gel elektroeluiertr durch Phenolextraktion und Fallung 
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# • 

aus athanolischer Losung gereinigt und in 50 ul ge- 
lost. Dieses Stuck DNA weist nun an seinen Enden EcoRI 
; spezifische Uberhange auf, 

b) Linear isierung des Plasmids pER 33 

i 

J 

P| Etwa 2 ug pER 33 wurden mit dem Restr iktionsenzym EcoRI 

j behandelt* AnschlieBend wurden alkalische Phosphatase 

! zugesetztr um die 5 'Phosphatreste zu entfernen. Die ca. 

i 5300 bp lange, lineare DNS wurde durch Elektrophorese in 

i 

j einem 1,2 % Agarosegel und Elektroelution von restlichem, 

10; nicht geschnittenem pER 33 gereinigt. Die DNA-Losung 

I wurde mit Phenol und Ather extrahiert, aus athanolischer 

i Losung gefallt und in 50 ^1 gelost. 

c) VerkniSpfung des linear isierten pER 33 mit der par*Lokus 

DNA 

15; 1 pi linear is ierte pER 33 DNA wurde mit 1 pi par-Lokus 

DNA in 20. pi Reaktionslosung mit Hilfe von 0,1 Einheiten 
! T4-Ligase miteinander ligiert. Nach 16 Stunden Inkbuation 
i bei 14*'C wurde das Enzym hitzeinaktiviert. 

\ d) Transformation von E,coli HBlOl und Analyse der Plasmide 
20; aus den transf ormierten Bakterien 

i 
I 

i 

j E.coli HBlOl wurde analog zu Beispiel le mit der DNA aus 
j Beispiel 4c transf ormiert. Es wurden ca. 50 Rolonien 
I erhalten. Aus zehn dieser Kolonien wurde eine geringe 
I Menge Plasmid DNA isoliert (Birnboim und Doly, Nucleic 
25j Acid Research 1, 1513-1523 (1979)) und mit dem Restrik- 
! tionsenzym PstI geschnitten. Die Analyse durch Agaroseg- 
; elektrophorese ergab, daB alle diese Plasmide den ca. 400 
bp langen par-Lokus enthielten. Eines dieser Plasmide 
wurde ausgewahlt und mit parpER 33 bezeichnet. 
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" e) Analyse des parpER 33 im Hinblick auf Interferonproduktion 
und Stabilitat 

Analog Beispiel 2d wurden Baktierien, die entweder pER 33 
Oder parpER 33 enthieltenr angezuchtet und anschlieBend 
5, im Plaquereduktionstest auf Interferongehalt gepriift. 

j Beide Stamme zeigten etwa dasselbe Niveau der Interferon- 

*- expression. 

In einem Langzeltversuch, der sich uber 120 Bakterien- 
generationen erstreckte, wurde die Stabilitat der Plas* 

•10 mide pER 33 und parpER 33 in E.coli HBlOl in Abwesenheit 

des Selektionsdruckes durch das Antibiotikum Ampicillin 
untersucht. In regelmaBigen Abstanden wurden der Kultur 
Proben entnommen, und die Bakterien auf Interferongehalt 
gepriift. £s stellte sich heraus, daB die pER 33 enthal- 

15 tenden Bakterien nach ca» 60 Generationen die Inter feron- 

produktion einstellten. Bakterien, die parpER 33 enthiel- 
ten, produzierten jedoch auch noch nach 120 Generationen 
unvermindert Interferon aA. 



20 



Damit wurde gezeigt, daB das Einbringen des par-Lokus in 
pER 33 ("parpER 33") die Stabilitat des Plasmids in 
E.coli HBlOl erhoht. 
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Verwendete Beqriffe und Abkurzungen 



ATP 

j Basenpaar : 
I 

5 blunt end: 



10 



15 



30 



bp: 
BSA: 
CONA: 
codleren: 



Codon : 



20 ; dephosphorylieren : 
j DNA: 
! DTT: 

Elektrophorese : 

25 i Expre ss ion : 



Express ionsplasmid : 



Gen: 



Adenosintr iphosphat 

2 komplementare Nukleotide, z«B. 

A-T^ G-C 

vollstandig basengepaartes Ende 
eines DNA-Doppelstrangmolekuls , 
zum Unterschied von uberhangen- 
den Elnzelstrang-Enden 
Basenpaare 
Bovinserumalbumin 
eine zu mHNA komplementare DNA 
die Information fur etwas tra- 
gen; DNA tragt in der Nukleotid- 
sequenz die Information fur die 
Aminosauresequenz eines Proteins 
Gruppe von 3 Nukleotiden/ die 
fur eine bestimmte Aminosaure 
Oder aber fiir den Abbruch der 
Polypeptidsynthese codiert 
eine Phosphatgruppe entfernen 
Deoxyr ibonukle insaur e 
Dithiothreitol 

Trennung von (DNA-) Molekulen 
im elektrischen Feld 
Umsetzung der Information eines 
Gens in mRNA durch Transkrip- 
tion und in weiterer Folge in 
Polypeptid durch Translation 
Plasmid, das die Expression von 
darin insertierten Genen 
ermoglicht 

Abschnitt auf der DNA, der die 
Information fur ein bestimmtes 
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5i 



Genprodukt.: 



Eybridisiecung (von 



I 



I Nukleinsauren) 



1 0! Hybr idplasmid : 



15- 



25 



30 



35; 



IFN-aA: 

Inl tlationscodon : 



I Insert: 



20 i Kinase; 



kinasleren: 
Klon: 

kohaslve Enden: 



komplementar : 



Ligase : 



ligieren: 



Transkipt (RNA-Molekul) tragt, 
das in weiterer Folge in ein 
Protein ubersetzt werden kann 
RNA (Transkript) , Protein 
(Translationsprodukt) 

Ausbildung von stabilen 
Komplexen zwischen zueinander 
komplementaren DNA-Strangen 
Plasmid, das einen 
DNA-Abschnitt fremden Ursprungs 
enthalt 

Leukocyteninterferon Subtyp A 
das Codon ATG, das fur 
Methionin codiert und den Start 
der Translation signalisieren 
kann 

das Stuck fremder DNA, das sich 
in einem Hybr idplasmid befindet 
Enzym, das 5* OH-Gruppen an 
DNA* und HNA-Molekulen 
phosphorylieren kann 
mit 5 "-Phosphatgruppen versehen 
Bakterienkolonie, von einem 
einzelnen Bakterium abstammend 
uberhangende Einzelstrangenden 
eines DNA-Molekiils, die 
miteinander hybridisieren 
konnen 

zueinander passend (Nukleotide 
in der DNA: A ist komplementar 
zu Tr G ist komplementar zu C) 
Enzym, das verschiedene 
DNA-Molekfile kovalent mitein- 
ander verbinden kann 
kovalent miteinander verbinden 
(DNA-Molekule) 
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mRNA: 



Nukleotxdi 



5 



Nukleotidsequenz i 



i Oligonukleotid: 



10i 



I Operator: 



15: 



Ope r on: 



20" 



I Phosphatase: 



Plasmid: 



25 I Promotor : 

I 



RBS: 

! Restriktionsendonuklease 
30 (Restr iktionsenzym) : 



35 



Restr iktionsfragmente : 



Ribosomenbindungsseguenz : 



messenger RNA, ist eine fur ein 
Polypeptid codierende RNA 
Baustein einer DNA oder RNA (A^ 
Adenosine C = Cytidin, G « 
Guanosin, T « Thymidin, U « 
Uracil) 

Abfolge der Nukleotide in einem 
DNA- Oder RNA*Molekul 
wenige miteinander durch 
Phosphodiesterbindungen 
verkniipfte Nukleotide (kurzer 
einzelstrangiger DNA-Abschnitt) 
Teil der regulatorischen Region 
eines Operons, an den der 
Repressor bindet, wodurch 
Transkr iption verhindert wird 
Gruppe von (bakter iellen) 
Genen, die von einer 
Operator-Region aus reguliert 
werden 

EnzyiQr das 5 "-Phosphatgruppen 
von DNA-Molekiilen entfernen kann 
ein extrachromosomales, 
zirkulares DNA-MolekUl 
DNA-Seguenz, die zur Bindung 
des Enzyms RNA-Polymerase 
befahigt ist 

siehe Ribosomenbindungsseguenz 

Enzym, das bei einer bestimmten 
symmetrischen DNA-Sequenz den 
DNA- Doppel Strang spalten kann 
Bruchstucke einer DNA, die 
durch Verdauung mit einer Re- 
striktionsendonuklease entstehen 
Teil der mRNA, der ans Ribosom 
binden kann 



0115613 



- 38 - 



RNA: 

RNA**Polymecase : 



5. Sequenz: 

Ter mina t ionscodon : 

. Transformant: 



10 



Transformation: 



Tr anskr ipt ion j 



15 Translation: 



Tris : 



Ribonukle insaure 
Bnzym, das einen zu DNA 
komplementaren RNA-Strang 
synthetisieren kann 
siehe Nukleotidsequenz 
Codon, das das Ende der 
Translation signalisiert 
Bakterium, das £remde DNA (ein 
Plasmid) durch Transformation 
erhalten hat 

Einschleusen fremder (Plasmid-) 
DNA in Bakterien 
Synthese von RNA komplementar 
zu einer DNA-Matrize 
Umsetzung der Information von 
mRNA in ein Polypeptid 
Trishydroxyme thy laminoe than 
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Kurze Beschreibung der Illus tra tionen 



Fiqur 1 

j zeigt eine schematische Darstellung der Konstruktlon des 
j Expressionsplasmides pER 103. Die FragmentgrSfien sind nicht 
5j mafistabgerecht dargestellt. 

I 

! 

Figur 2 

zeigt die Hae Ill-Verdauungsmuster der Plasmide pBR 322 und 

i pER 103. Das 192 bp-Fragment von pBR 322 ist in pER 103 
r durch ein Fragment von ca. 270 bp ersetzt. 

i 

10' Fiqur 3 

; zeigt die Nukleotidsequenz von pER 103 zwischen der Eco RI 
und der Hln dlll-Spaltstelle • Der Rest des Plasmides 
entspricht dem groflen Hin dlll-Eco RI-Fragment von pBR 322. 

Fiqur 4 

13; ist eine schematische Darstellung der Konstruktion des 
; Interferonproduktionsplasmides pER 33.'^ :Pst 
I I-Spaltstelle , ^ : Sau 3A-Spaltstelle , : Ava 
I Il-'Spaltstelle. Mit Ausnahme der Restr iktionskarte des 
1 F7-Inserts sind die Fragmente nicht maflstabgerecht 
20 dargestellt. 

Fiqur 5 

zeigt einen Ausschnitt eines Sequenzgeles , auf dem die 
Verbindung Promotor-RBS-Interferongen zu sehen ist. Alle in 
der Konstruktion von pER 33 verwendeten Oligonukleotid- 
23 1 fragmente sind vorhanden. Zum besseren Verstandnis ist 
dieselbe Sequenz darunter noch einmal doppelstrangig 
angegeben; die einzelnen Oligonukleotidbausteine sind 
eingezeichnet. 



I 



30 



Fiqur 6 

ist eine schematische Darstellung der Konstruktion des 
Inter feronproduktionsplasmids pER 21/1. Die Fragmente bzw. 
Plasmide sind nicht maflstabsgetreu abgebildet. 
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Fiqur 7 

ist eine schematische Darstellung der Konstruktion des 
Interferonproduktionsplasinids parpER 33. Die Fragmente und 
Plasmide sind nicht maBstabgetreu wiedergegeben. 



01 15613 



- 41 - 



Patentanspruche 



!• DNA-Sequenz der Pormel 



5 • AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
3 » GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 



-Promotor- 



GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTA 
CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTCGA 



-Promotor/Operator — 



Hin dlll 



10 2. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet , daB die Nukleotid- 
sequenz gemafi Anspruch 1 zusatzlich anschlie&end an die 
Ribosomenbindungssequenz eine Linker sequenz enthalt, 

3. DNA-Sequenz gemafl Anspruch 2 der Formel 



5 • AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
15 3 • GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 

^P r oroo tor 

GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGCT 
CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTCGA 

Promotor/Operator— ^K: — RBS " " )1 

20 Hin dm 

TAAAGATG 
ATTTCTAC 
^Linker 
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DNA-Sequenz# dadurch gekennzelchnet, dafi eine Sequenz 
gemafl den Anspriichen 2 Oder 3 zusatzlich die Sequenz 
eines Strukturgens fur ein beliebiges Polypeptid in 
derartiger Form enthalt, dafl dieses durch Bakterien zur 
Expression gebracht wird und die Kombination der DNA-Se- 
quenzen der ar tig erfolgt, dafi die DNA* Sequenz an die 
DNA-Linkersequenz durch 3\5^ Phosphodiesterbindung 
gekoppelt ist. 



i 

i 5. DNA-Sequenz gemafl Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet/ 
10! dafi das Strukturgen fur ein Interferon codiert. 

i 
* 

^ 6. DNA-Sequenz gemafl Anspruch 4/ dadurch gekennzeichnet r 

dafl das Strukturgen ftir humanes Interferon oA codiert. 

\ 

7. DNA-Sequenz gemafl Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafl diese die Formel 



15 5 ' AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTTC 
3 • GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 
I Promoter 

i 

GCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTAAGC 
CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTCG 

20 Promoter/Operator ^j^RBS ^ 

I 

i 

I TTAAAGATGTGTGATCTGCCTCAAA 

I AATTTCTACACACTAGACGGAGTTT.-., ... Hin dlll 

i ^Linker-?K IFN-oA-Gen ^ 

i aufweist. 

23 8. DNA-Ribosomenbindungs-/Linkersequenz der Formel 



5- 

3' 



TAAGGAGGTTTAAGCTTAAAGATG 
ATTCCTCCAAATTCGAATTTCTAC 
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9» DNA-Linkersequenz der Formel 



5' AGCTTAAAGATG 
I 3* ATTTCTAC 



i 

10. Plasmidr enthaltend eine DNA-Sequenz gemafl den Anspr li- 
chen 1 bis 9 und dessen in an sich bekannter Weise er- 
haltlichen Mutanten^ 

; 11. Express ionsplasmid gemafl Anspruch 10, dadurch gekenn- 
I zeichnet, dafl dieses eine DNA-Sequenz gemafl Anspruch 1, 

i 

j 2, 3 Oder 8 enthalt, und dessen in an sich bekannter 

10; Weise erhaltlichen Mutanten. 

! 

! 12. Express ionsplasmid pER 103 r dadurch gekennzeichnet , dafl 
dieses die DNA-Sequenz gemafl Anspruch 1 enthalt, und 
dessen in an sich bekannter Weise erhaltlichen Mutanten, 

r 
I 
I 

i 13 . Produktionsplasmide gemafl Anspruch 10, dadurch gekenn- 
15; zeichnet, dafl diese eine oder mehrere DNA-Sequenzen ge- 

mafl den Anspriichen 4, 5, 6 oder 7 und gegebenenfalls 
einen par-Lokus enthalten, und dessen in an sich bekann- 
ter Weise erhaltlichen Mutanten. 



20 



25 



14. Inter feronproduktionsplasmide gemafl Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dafl diese eine oder zwei DNA-Sequenzen 
gemafl Anspruch 7 und gegebenenfalls eine aus pPM 31 iso- 
lierten par-Lokus enthalten, und dessen in an sich be- 
kannter Weise erhaltlichen Mutanten. 

15. Interferonproduktionsplasmid pER 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl dieses die DNA-Sequenz gemafl Anspruch 7 
enthalt, und dessen in an sich bekannter Weise erhalt- 

I lichen Mutanten. 
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16. Interferonproduktionsplasmid pER 21/1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl dieses zweimal die DNA-Sequenzen gemafi An- 
spruch 7 enthalt, und dessen in an sich bekannter Weise 
erhaltlichen Mutanten. 

5j 17. Interferonproduktionsplasmid parpER 33, dadurch gekenn- 
j zeichnet/ dafl dieses die DNA-Sequenz gemafl Anspruch 7 

I und einen aus pPM 31 isolierten par-Lokus enthalt, und 

' dessen in an sich bekannter Weise erhaltlichen Mutanten. 

1 18. Verfahren zur Herstellung einer DNA-Sequenz gemafl An- 
10 ' spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl eine 90 bp Promo- 

tor /Opera tor -Sequenz des Tryptophanoperons von Serratia 
marcescens mit einer Ribosomenbindungssequenz der Formel 
\ 

5 • TAAGGAGGTTTA 

3" ATTCCTCCAAATTCGA 

15 verbunden wird. 

! 19. Verfahren zur Herstellung einer DNA-Sequenz gemafl den 

AnsprGchen 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl eine 
j DNA-Sequenz gemafl Anspruch 1 mit einer Linkersequenz ge- 

j mafl den Ansprfichen 2 oder 3 verbunden wird. 

I 
t 
I 

20 t 20. Verfahren zur Herstellung einer DNA-Sequenz gemafl den 
j AnsprQchen 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl eine 

DNA-Sequenz gemafl Anspruch 2 oder 3 mit einem fur ein 
i Polypeptid codierenden Strukturgen verbunden wird 



' 21. 

25 



Verfahren gemafl Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafl 
das verwendete Strukturgen fur humanes Interferon aA 
codiert. . . - . 
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22. Verfahren zur Herstellung eines Plasmids gemaO Anspruch 
10, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Plasmid, vor- 
zugsweise Plasmid pBR 322, mit einer DNA-Sequenz gemafl 
den Anspruchen 1 bis 7 kombiniert. 

i 23. Verfahren zur Herstellung eines Expressionsplasmids ge- 

j raafi Anspruch 11 oder 12 dadurch gekennzeichnet, dafi der ! 

! Vektor das Plasmid pBR 322 ist, aus welchem durch Re- i 

I striktionsendonukleasespaltung das plasmideigene 29 bp 

I lange Eco RX-Hin dlll Fragment entfernt und an dessen 

Stelle die DNA Sequenz gemafl Anspruch 1, 2 Oder 3 durch ' 
i Ligasereaktion eingesetzt wird. 

! 

\ 24. Verfahren zur Herstellung eines Produktionsplasmids ge- 
mafl den Anspruchen 13 bis 17, welches eine DNA-Sequenz 
gemafl den Anspriichen 4, 5, 6 oder 7 enthalt, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl in einen Vektor, vorzugsweise in das 
Expressionsplasmid pER 103, das fur ein Polypeptid co- 
dierende Strukturgen mit Hilfe einer Linker sequenz und* 
gegebenenfalls anschlieflend ein aus pPM 31 isolierter 

I par-Lokus eingefugt wird. 

i 
i 

i ' 

• 25. Verfahren zur Herstellung eines Produktionsplasmids ge- 
I mafl den Anspruchen 13, 14 oder 16, dadurch gekennzeich- ] 

net, dafl in ein gemafl Anspruch 24 hergestelltes Produk- j 
tionsplasmid eine weitere DNA-Sequenz gemafl Anspruch 7 ; 
eingefugt wird. j 

I : 

: 26. Verfahren zur Herstellung des Produktionsplasmids pER 
! 33, dadurch gekennzeichnet, dafl in das Expressions- 

j plasmid pER 103 die fur IPN-oA codierende DNA-Sequenz 

! gemSfl Anspruch 7 mit Hilfe einer I.inkersequenz eingefQgt 

wird. 

27. Verfahren zur Herstellung des Produktionsplasmids parpER 
33, dadurch gekennzeichnet, dafl in das gemafl Anspruch 26 
hergestelltera Produktionsplasmid pER 33 ein aus pPM 31 
isolierter par-Lokus eingebracht wird. 
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28. Verfahren zur Herstellung eines Produktionsplasmids, 

welches mehrere DNA-Sequenzen gemafl Anspruch 7 enthalt, 
dadurch gekennzeichnet, da3 in das gema3 Anspruch 26 
hergestellte Produktlonsplasmid p£R 33 eine oder mehrere 
DNA-Seguenzen gemaB Anspruch 7 elngebracht werden* 

29 • Ver£ahren zur Herstellung des Prcduktionsplasmids pER 

21/1 r dadurch gekennzeichnet, daB in das gemafi Anspruch 
— 26 hergestelltem Produktlonsplasmid pER 33 eine DNA-Se- 
quenz gemafi Anspruch 7 eingebracht wird. 

10; 30. Verfahren zur Herstellung von Humaninterferon, dadurch 
gekennzeichnet, dafi ein geeigneter Wirt mit einem Pro- 
duktlonsplasmid gemafi den Anspriichen 13 bis 17 zur regu* 
lierten Produktion des Human interferons transformier t 
wifd^ 

15 31. Verfahren gemafi Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dafi 
als Wirt ein Bakterium wie Escherichia coli HB 101 ver- 
wendet wird. 



32. IFN-olA hergestellt gemafi den Anspruchen 23 oder 24. 
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Pigur 3 



Nukleotldsequenz des 103 bp-Eco RI-Hln dlll-Fragmentes 
von pER 103: 



Eco RZ 

5 •AATTCACGCTGATCGCTAftAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGACTTTGCCTO 
3 • GTGCGACT&GCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTGAAACGGAAG 

4 ) P romo tor 



! ! 



GCGAA.CCAGTTAAJCTAGTACACAAGTTCACGGCAACGGTAAGGAGGTTTA 

CGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTTGCCATTCCTCCAAATTCGA 

I Hia dlll 
Promotor/Operator >U RBS 3>| 
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Plgur 4 



646CD Aw« I'hxtJTtXt 

I 1 

l77bD Smi 3A-ffagmBni 



Pal ' 



AnG TGT 



TGA 



Pai 



lOOCp 



177&P Siu3A-fVagnrm 646op Aval-FtaonM 



HO- 




Sau3A Ami 



H0-; 



Khaae 



-OK 



Sau3A 



8 mer 5* CAFCTTU 
SfnerS'CAGtfCACA 
14 mer STGTG^QCTGCCICA 



' 12 m 5* AGCnAAAGATG 



HQS' >GCTWAGArG''TGTGATC7GCC^ 



Bfner dmcri 



Hindfi 



cys Sau3A 



Sau3A 



HO y>*GCmAAGXrGTGT4r^ 

^ ATTTCXWIAOCWGyP 

HndB 
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G A+G A+C C T+C 



Eco RI 

5 ' AATTCACGCTGATCGCTAAAACATTGTGCAAAAAGAGGGTTGAC 
3 • GTGCGACTAGCGATTTTGTAACACGTTTTTCTCCCAACTG 



•Prono'tor 



TTTGCCTTCGCGAACCAGTTAACTAGTACACAAGTTCACGG 
AAACGGAAGCGCTTGGTCAATTGATCATGTGTTCAAGTGCCGTT 



Promotor/Operator 



cgg'taaggaggtttjq^gcttaaagatgtgtgatctgcctcaaa . • • 

GC QATTCCTCCAjATTCGaATTTCTACjlCACTAq ACGGAGT^ . • • 
— RBS >|^Linker>|«— 



•Gen- 



SSSa 
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xEcoRI, xBamHI 

Isolierung des jxEcoRI 
1300 bp Fragments ] Phosphatase 




B: Bam HI 
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